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鳥類細胞における一過性遺伝子発現のためのプロモーターの比較 
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Genome editing technology by the CRISPR/Cas9, which was developed in 2012, is applicable in a 
variety of species. In birds, because the techniques of gene transfer and gene disruption has not been 
established, CRISPR/Cas9 method using adeno-associated virus (AAV) vector is the ideal combination as 
genome editing in vivo. However, in the use of AAV vectors, there is a problem to be solved that there is a 
limit on the size of the gene can be introduced. Therefore, it is important to minimize as much as possible 
the size of the gene. One strategy is to change the Cas9 gene into smaller ones, the other one is to 
minimize the promoter sequence. In this study, for the purpose of minimization of the promoter sequence 
to be introduced, the activities of the promoters to be general-purpose in mammals were verified in avian 













 2012 年に開発された CRISPR/Cas9 法による
ゲノム編集技術は、様々な生物種で利用可能


































































部と足を取り除いた。10 個体分を TrypLE 
Express（Gibco）と Collagenase/ Dispase（Roche）
の混液 50 mL に浸け、撹拌しながら 37℃で 2
時間消化した[6]。70 µm ナイロンメッシュの
セルストレーナー（BD Falcon）で未消化の塊















752/1 培地（Waymouth’s medium, Life 
Technologies）に非働化したウシ胎児血清（FBS, 
Hyclone）10%および抗生物質（最終濃度：50 





































たり使用するプラスミド DNA 量は 4 µg、
HilyMax は 12 µL とした。プラスミド DNA は、
プロモーター解析用ベクターと内部標準用ベ




り細胞溶解液（Passive Lysis Buffer, Promega）




 実験は各 3 回行った。 
ルシフェラーゼアッセイとタンパク質定量 
 ルシフェラーゼアッセイには、
Dual-Luciferase Reporter Assay System（Promega）
を使用し、Sirius Luminometer（Berthord）によ
り測定した。タンパク質溶液は 10 分の 1 希釈
したものを 5 µL もしくは 2.5 µL 使用し、発色
基質は各 25 µL とした。測定は各サンプルと



































れ SVL プロモーターの約 300 倍、約 130 倍、
約 350 倍となった（図 2C）。 




















ターで、それぞれ SVL プロモーターの約 520




ーターCMV および CAG は、鳥類細胞におい
ても十分に強い活性が確認された。それに対
して、SVL では強い活性は認められなかった。





















TATA ボックスと 1 つの CCAAT ボックス、8
つの GC ボックスをもっており、転写因子 Sp1
により強く発現が誘導されることが確認され
ている[8,9]。CMV プロモーターは、TATA ボ







miCMV では、GC ボックスを多数含む CMV
エンハンサーが大幅に欠損しており、競合が
起こりにくくなっているものと考えられる。
SVL プロモ−ターは、複数の GC ボックスをも
っているものの LSF（late SV40 factor）タンパ
ク質により転写が活性化されると考えられて
いる[11]。TATA ボックスも不完全なため、高









タイム PCR による定量）では、CMV と CAG
のプロモーター活性には統計的有意差はなく、
タンパク質レベル（緑色蛍光タンパク質によ















クスと CREB 配列、2 つの NF-κB 配列と GC
ボックスを含んでいる[5]。また、マウスの肝
臓における長期発現では、タンパク質レベル
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